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Beschreibung 

Hamoglobin ist im Blui von Saugetieren vorhanden, und es besiizt die grundlegende Eigenschaft daB es in 
Losung reversibel oxidiert werden kann. In der natiirlichen Form ist Hamoglobin von Saugetieren ein konjugier- 
tes nicht vernetztes Protein, das ein Molekulargewicht von 64 500 hat und strukturell aus zwei Untereinheiten 
besieht. Jede Untereinheit enthalt eine Hamgruppe und eine Polypeptidkettc, genannt Globin. Bei Saugetieren 
ist Hamogiobm m Eryihrocyten zusammen mit Stroma vorhanden. das aus Proteinen, Phospholipiden und 
Cholestenn besteht 

Die Umsetzung von isolierten Kinder- Hamoglobin. enthaltend Stroma, mit OberschOssigem Glutaraldehyd 
unter Bildung eines unl6slichen Niederschlages. ist in Histochcmical. J, Bd.2. Seiten 137 bis 150. 1970 beschrie- 
ben. Ahnhch ist die Umsetzung von Proteinen aus ganzem Blut mit Glutaraldehyd unter Bildung eInes wasserlos- 
lichen Leims in der US- PS 32 M 564 angegeben. Die Wechselwirkung von Kollagen und Gelatine mit Diisocya- 
naten und anderen mehrfach kuppelnden Mitteln. einschlieBIich Aldehyden ist in den US-PS 25 91 133 und 
30 57 782 sowie in Biochemica et Biophysica Acta. Band 168, Seiten 341 bis 352, 1 968. angegeben. Die Carboxyal- 
kylierung von Globin zur Verwendung als Plasma-Streckmittel ist in der US- PS 27 19 837 beschrieben Die dort 
beschriebenen Produkte besitzen jedoch nicht die Fahigkeit. Sauerstoff zu transportieren und infolgedessen 
gelangten sie nicht zur allgemeinen Anwendung. Die US-PS 25 27 210 beschreibt die Verwendung von Hamo- 
globin zur Behandlung von Wunden. Die US-PS 30 00 836 und 35 19 572 beschreiben Biutzubereitungen die als 
Standard zur Messung von Hamoglobin geeignet sind. In der NL-PS 74 04 140 ist ein wasserlosliches. vernetztes 
r^c"J?c • ^^^^"^^ ^"^^^^^ ''"^ Plasmaersatz angewandt werden soil. Auch das in der 

DE-OS 24 7 619 angegebene polymerisierte Hamoglobin ist lediglich von grdberen Membranmaterialien be- 
freit. enthait jedoch klemere Lipide. Lipidaggregaie und Proteine, die durch das ubliche Zentrifugieren nicht 
entfernt werden konnen. Alle m Hamoglobin-Zubereilungen enthaltenen Stroma-Verunreinieungen fuhren 
jedoch zu emer in-vivo Toxizitat. ^ ^ 

Die nicht vorveroffentlichte DE-PS 24 49 885 betrifft ein Verfahren zur Herstellung von chemisch modifizier- 
en haltbaren Hamoglobmpraparaten sowie das nach diesem Verfahren hergesteilie modifizierte Hamoglobin 
In den Anspruchen dieser Patentschrift ist nichts dariiber ausgesagt. ob und wieweit dieses Verfahren zu einem 
wirkhch siromafreien Produkt fuhri. Nach dieser Patentschrift wird ein Verfahren zur Herstellung eines che- 
misch modifizierten haltbaren Hamoglobinpraparates bestehend aus einer Mischung von aneinander mit Dial- 
dehyden gekoppelten Hamoglobinmolekulen beansprucht. Dem gegenuber beansprucht die vorliegende Erfin- 
dung em anderes Verfahren. Dariiber hinaus wird nach dieser Patentschrift bei der Vernetzungsreaktion kein 
Desaktivator fur das Vernetzungsmittei eingesetzt. so daB es nicht moglich ist. die Vernetzungsreaktion und 
damn die Eigenschaf ten des erhalienen Produktes zu steuern, so daB dieses Produkt nur begrenzt als Blutersatz- 
stoii geeignet ist. 

Es ist daher Aufgabe der Erfindung. ein Verfahren zur Herstellung eines Hamoglobins zur VerfQgung zu 
sieUen. das emfach durchgefuhrt werden kann und zu einem Produkt fOhri. das die oben erwahmen Nachleile 
nichl besitzt und als Blutersatzstoff verwendet werden kann. iNacnieiie 

Diese Aufgabe wird gelost durch das in den Anspruchen 1 bis 4 angegebene Verfahren 

^Vu'^^ "^'^ Erfindung die Verwendung des so erhaltenen wasserloslichen polymerisierten vernetz- 
streckmitteT^^ zusammen mit einem physiologisch geeigneten Trager als Blutersatzstoff oder Blutplasma- 

Die AusdrOcke "polymerisiertes Hamoglobin^. "vernetztes Hamoglobin" und "makromolekulares Hamoglo- 
bm die 'm Rahmen der Beschreibung als aquivaient angesehen werden, werden im folgenden erseizt durch den 
Ausdruck Polyhamoglobin" Darunier ist zumindest ein Hamoglobin-Tetramer. Hb4. zu vcrstehen. vernetzt in 
dem Tetramer oder m.t mmdestens einem anderen hamhaltigen Hamoglobin-Monomer. Hb. unter Bildung der 

Tn""-"^? K^'^" ^^^^^^ "^^^ allgemeinen Formel Poly(Hb)„. wobei Hbdas Hamoglobin-Monomer und n 
4 bis 60, ubiicherweise 8 bis 30 bedeutet. 

Das erfindungsgemaB hergestellte Polyhamoglobin (auch im folgenden immer nur kurz Polyhamoglobin) ist 
los ich in waBrigen Flussigkeiten mit einem pH-Wert von 6 bis 9 und in physiologischen Flussigkeiten. Das 
Polyhamoglobin besitzt vorzugsweise ein Molekulargewicht von 64 000 bis 1 000000 und die Eigenschaft in 
Losung reversibel gasformige Liganden in einer Menge bis zu 60 jiMol Ligand/g Polyhamoglobin zu binden. d' h. 
die Fahigkeit Liganden zu binden. liegt nahe bei 100%. Das Polyhamoglobin zeigt. je nach seiner Herstellung. 
einen Liganden-Teildruck bei halber Saitigung von 2.5 bis 120 mm Hg bei 37»C. gemessen bei neutralem pH und 
Atmospharendruck. Die Polyhamoglobinldsungen besitzen eine Intrinsic- Viskositat von 0.04 bis 0 16dl/g und 
zeigen Spektren im ultra-violetien und sichtbaren Ucht. ahnlich wie nicht vernetztes Hamoglobin Das Polyha- 
moglobin im oxidierten Zustand. wenn das Eisen des Hams dreiwertig ist und das Polyhamoglobin vernetztes 
stromafreies Poly met hamoglobin ist. besitzi einen molekularen Extinktionskoeffizienten, e, bei 630 nm = 35 ± 
0.4 X 10^ m Abwesenheit eines Hamliganden und e bei 540 - 9.5 ± 0.5 x 10^ fQr vernetztes stromafreies 
Polycyanomethamoglobin (Polymethamoglobin mit Cyanid als Hamliganden). 

Das Polyhamoglobin wird hergestellt. indem man von Erythrozyten ausgeht. die von frisch entnommenem 
menschlichen Blut. iiberaltertem ganzen Blut oder Placentas gewonnen worden sind, gepackten Erythrocyten 
die von Blutspendezcntren erhalten worden sind. oder Erythrocyten von tierischem Blut. Das Blut wird in 
Haschen gezogen.die ein Antikoagulans enthalten. zenirifugicrt und das uberstehende Plasma abgezogen Das 
Zentrifugieren wird bei -5 bis 40»C. vorzugsweise 4 bis 6-C ungefahr 5 bis 60 Minuten 650 bis 6500 g 
durchgefuhrt wobei das Plasma und der Leukocytenfilm im zemrifugierten Blut abgetrennt und verworfen 
werden. AnschheBend werden die roten Zellen in ungefahr 1 bis 4 Volumina kalter isotonischer oder hypertoni- 
scher Salzldsung gewaschen. die Suspension zentrifugiert und die uberstehende Flussigkeit erneut entfernt und 
verworfen. Die roten Zellen werden weitere 2- bis 3mal gewaschen. wobei die Waschflussigkeiten nach jedem 
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Zentrifugieren verworfen werden. 

Das Verfahren zur Herstellung des Ausgangsmaterials fur die Polymerisation umfaBi ein Isolieren des HSmo- 
globins aus den Zellen, das im wesentlichen frei ist von ZelltrOmmem und Stroma. Die Entfernung von Strom- 
aprotemen und Lipiden ist erfindungsgemaB kritisch und schlieBi im wesentlichen eine Nierenschadigung aus. 
Das Verfahren zur Herstellung von stromafreiem Hamoglobin umfaBl zunSchst ein Lysiercn (Ldsen) der Zellen 
m ungefahr 1 bis 4 Volumina kaltem Wasser oder anderen lysierenden Losungen. wie hypotonischen Phosphat- 
pufferiosungen und hypotonischer SalzI6sung. Nach der Lyse wird die Suspension von roten Zellen geschutteli 
und kaltes Toluol m emer Menge von ungefahr 10 bis 200% des Zellvolumens, iiblicherweise eiwa 10 bis 
30 Volumen-% zugegeben. Das Gemisch wird dann 4 bis 10 Minuten geschutteli und 24 bis 72 Stunden bei 4 bis 
6X stehengelassen. wobei ein dreiphasiges Gemisch entsteht. Die untere klare rote Schicht wird isolicrt und mit 
40 000 bis 50 000 g mmdestens 60 Minuten bei ungefahr 4 bis 6°C zentrifugiert, dann wird die obere klare 
Flussigkeit abgetrennt und durch ein Diatomenerdefiher filtriert Bei diescr Filtration werden Spuren von 
Stroma entfernt, und verschiedene bekannte Prazipitationstests kdnnen angewandt werden, um festzustellen ob 
das Hamoglobin stromafrei ist. 

Resiliche niedermolekulare Saize und Metaboliten werden von dem stromafreien Hamoglobin durch Dialyse 
gegen Standard- oder medizinisch geeignete Puffer entfernt. Puffer, die fOr diesen Zweck geeignet sind umfas- 
sen 0,05 m Phosphatl6sung und physiologische Salzldsung. gepuffert mit Alkalibicarbonaten. Das stromafreie 
HSmoglobm kann dialysiert werden unter Verwendung von handelsublichen Vorrichtungen wie einem Dow-mi- 
mplant unter Verwendung von Biofiber^-SO, Dialysefasern, dem Kolffsystem unter Verwendung einer semiper- 
meablen Membran oder einer Crom-A-Coil®.Einheii oder semipermeablen Dialysemembranen wie Zelluiose 
Ze u oseacetat und modifizierten Zelluloseaceiatmembranen wie N.N-Diathylamino-athylzellulose-acetat und 
Zellulose-propionaL 

Die Dialj^e wird bei 4 bis 6°C durchgefuhrt. indem man die stromafreie Hamoglobinlosung durch Zellulose- 
Hohlfascrn leitet, wobei das Hamoglobin gegen einen Puffer dialysiert wird, der auBen an den Fasern entlanege- 
leitet wird Im allgememen besitzen die Fasern eine Trenngrenze (exclusion limit), die den Durchgang von 
niedermolekularen gelosien Stoffen eriaubt. ohne daB Hamoglobin mitaustritt. Die FlieBgeschwindigkeil der 
Flussigkeit ist grSBer als I ml/min, vorzugsweise 3 bis 25 ml/min. Das stromafreie Hamoglobin wird dreimal 
durch die Fasern geleitet, um Gleichgewicht einzustellen. 

AnschlieBend wird das dialysierte Hamoglobin polymerisiert unter Bildung von wasserloslichem makromole- 
kularem vernctztem stromafreiem Polyhamoglobin. Das stromafreie Hamoglobin zur Verneizung kann entwe- 
der einen Liganden enthahen oder nicht, je nachdem, ob Hamliganden vorhanden sind oder nichi Wenn 
Sauersioff oder Kohlenmonoxid als Hamliganden vorhanden sind, ist das Hamoglobin bekannt als Oxyhamoglo- 
mli^L nof J?^?^'^^ "^"^''^^^"^ vorhanden ist. nennt man das Hamoglobin Deoxyha- 

r^fi^o'^ T ^5.y*'^'"Og'ot»" Carbomonoxyhamoglobin werden hergestellt durch Aquilibrierung mit den 
emsprechenden Gasen. Sauerstoff und Kohlenmonoxid. bei einer Temperatur von 4 bis 6°C ungefahr 30 bis 60 
Mmuien lang. Deoxyhamoglobin wird hergestellt durch wiederholte Behandlung der Losung unter verringertem 
aZ ' "blicherweise ungefahr 250 mm Hg und anschlieBendes Spiilen mit Stickstoff oder einem inerlen Gas w^ 
Argon Oder Neon Deoxyhamoglobm kann auch hergestellt werden durch chemische Deoxygenierung unter 
ainhl """"h Reduktionsmitte In wie Natriumdithionit oder Natriumsulfit. Die bevorzugten Formen von Ha mo- 
moo nh ' "'^^Jf """^ des erfindungsgemaB hergestellten Polyhamoglobins sind Oxyha'moglobin und Deoxyha- 
nn^i^ H K ^^'""''f^ "^'l'^' Han^oglobine ergibt Polyhamoglobine mit einem Pso-Wert von ungefahr 4 bis 
120 mm Hg bei ungefahr physiologischen Bedingungen (37«'C pH 7.1) je nach der Art der Herstellung des 
Po yhamoglobms^Dieser Bere.ch von Pso-Werten von 4 bis 1 20 mm Hg umfaBt die Hamoglobin-Sauerstoff^ffl! 
mtaten wie sie sich m Blut und freiem natUrlich vorkommendem Hamoglobin finden 

v.?n!t''''*^"''Kr^L"'" """^ djalysieriem stromafreiem Hamoglobin wird durchgefuhrt durch intermolekulare 
vernetzung, ubhcherweise der primaren Aminogruppe des Lysinrestes unter Bildung von wasserldslichem 
Polyhamog obm. Die Vernetzung wird durchgefuhrt in Gegenwart mindestens eines polyfunktionellen Ve^^^^^^ 
zungsmittels unter Bildung von mehr als Wo makromoiekularem Hamoglobin. Die PolyLrisation wird du^^^^^^ 
gefuhrt. mdem man zunachsi das ReaktionsgefaB mit dem emsprechenden Gas spult. Dann wird das Hflmoclo- 
bm unter emer Schutzatmosphare des emsprechenden Gases vernetzt. Die Reaktion wird 0,25 bis 300 Stunden 
bei 0 bjs 25 C unter Atmospharendruck durchgefuhrt. Hohere Driicke bis zu 500 kPa konnen ebenfalls ange- 
Z^M.r f "k ^'^"^'"^^'"f "^''^ "^'^ Temperatur zwischen 0 und lO^C gehalien. um eine thermische Oxidation 
von Hamoglobin zu vermeiden. Temperaturen im Bereich von 4 bis 6°C sind besonders bevorzugt. Im allgemei- 
nen wird ungefahr em Aquivalent Hamoglobin mit einem Molekulargewicht von 64 000 mit 2J5 bis 300 Aquiva- 
lentdespolyfunktionellen Vernetzungsmittelsumgesetzt. w^Huivd 
Die Reaktion wird abgebrochen durch Zugabe eines Vernetzmitiel-Desakiivaiors wie eines niedermolekula- 
ren Amins (wie die Konzentration an Vernetzungsmiitel zunimmt, kann die Neigung zur Bildung unl5slicher 
Polymerisationsprodukte zunehmen. und das kann verhindert werden durch Zugabe eines Teils des Desaktiva- 
tors vor der Zugabe des Vernetzungsmittels). Die zugesetzte Menge an Desaktivator wird so gewShlt daB sie 
ausreicht. um m.t den nicht umgesetzten funktionellen Gruppen eines Vernetzungsmittels. das an eine Hamoglo- 
bingruppe gebunden ist. zu reagieren. Ubhcherweise verwendet man eine stochiometrische Menge oder ein 
UberschuB bis zu 250 Aquivalent Desaktivator auf ein Aquivalent Vernetzungsmittel. Nach der Zugabe des 
Desaktivators wird das Reaktionsgemisch weiiere 1 8 bis 24 Stunden bei verminderier Temperatur gerOhrt Das 
rohe Reaktionsgemisch wird durch Zentrifugieren geklSrt und gegen eine isotonische Elektrolytl5sung dialy- 
siert. Das erhaltene losliche Polyhamoglobin wird sterilisiert durch Filirieren durch einen Filter mit einer 
PorengroBe von ungefahr 0.2 bis ungefahr 0.45 jim. vorzugsweise 0.22 \im, 
u,««! If i^u ^'•[i"<*"n?sgemaBen Zwecke geeigneten polyfunktionellen Vernetzungsmittel sind vorzugsweise 
wasserldshch und reagieren mil vernetzbaren Stellen von Hamoglobin unter Bildung eines verneizten wasser- 
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16slichen Produktes. Die angewandten Verneizungsmittel uben keinen nachteiligen Effekt auf das Hamoglobin, 
dessen Loslichkeit oder seine Fahigkeit. reversibe! Sauerstoff zu binden und zu den Geweben und Organen zu 
transportieren, aus. Die polyfunktionellen Vernetzungsmitiel besitzen zumindesi zwei funktionelle Gruppen, die 
gleich oder verschieden sein konnen. Diese Gruppen sind imstande, mit Aminogruppen und anderen vernetzba- 

5 ren Siellen des HamoglobinmolekQIs zu reagieren und sie zu vernetzen. Unter Aminogruppen sind die N-end- 
standigen a> Aminogruppen der Hdmoglobinketten und der basischen AminosSurereste wie Lysin und Arginin 
zu verstehen. Die funktionellen Gruppen des Vemetzungsmittels kdnnen kovalent mitetnander verbunden sein. 
Oder sie kdnnen durch eine aliphatische Gruppe oder einen aromatischen Ring voneinander getrennt sein. 
Beispiele fur aromatische stabilisierte funktionelle Gruppen sind mit einer Nitrogruppe aktivierte Azo- und 

10 Halogengruppen. Diese umfassen Verbindungen mit einem lieterocyclischen Riiig mit reaktionsfShigen Grup- 
pen an dem Ring wie Triazine der Forme! 
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wobei R] ein Halogenatom mit der Ordnungszahl 9 bis 35 und R2 ein nukleophiler Substituent wie eine 
25 aliphatische Gruppe (z. B. Alkylgruppe mit 1 bis 8 Kohlenstoffatomen) oder aromatische Gruppe, ein Halogen- 
atom mit der Ordnungszahl 9 bis 35 oder eine Aminogruppe isL Vernetzungsmittel dieser Formel sind z. B. 
2-Amino-4,6-dichlor-s-triazin und Chlor-s-triazin. 
Geeignete Vernetzungsmittel umfassen auch aromatisch stabilisierte Verbindungen der Formel 

Rj R4 R4 R5 

'^'-^^R^-^^R* 

35 

in der R3 eine kovalente Bindung. eine Alkylengruppe mit 1 bis 5 Kohlenstoffatomen. eine Phenylen-, Oxy-, 
Sulfonyl- oder sek-Aminogruppe. R4 ein Halogenatom oder eine Nitrogruppe, R5 ein Wasserstoffatom. eine 
Nitrogruppe, eine Alkylgruppe mit 1 bis 8 Kohlenstoffatomen, eine Sulfo- oder Carbacylgruppe und Re ein 
Halogenatom, eine Diazo-. Isocyanat- oder Isothiocyanatgruppe bedeuien. Beispielhafte Verbindungen dieser 
40 Formel sind Bis-diazobenzidin-2^'-sulfonsaure, 4,4'-Difluor-33'-dinitrophenylsulfon und Diphenyl-4,4'-diisot- 
hiocyanat. 

Andere geeignete Vernetzungsmittel umfassen Verbindungen der Formel 
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50 

wobei R7 ein Halogenatom mit der Ordnungszahl 9 bis 35. Rg eine Nitrogruppe oder ein Wasserstoffatom 
bedeuten, wobei mindestens ein Rest Ra eine Nitrogruppe ist, 

Eine typlsche Verbindung hierfur ist 1.5-Difluor-2,4-dinitrobenzol. 
55 Weitere geeignete Vernetzungsmittel sind Verbindungen der Formel (R9)2C = O. wobei R9 ein Wasserstoff- 
oder Halogenatom mit der Ordnungszahl 9 bis 35 ist. 

Weitere geeignete Vernetzungsmittel sind Verbindungen der Formeln 

60 R,o— (C H2)„ — R,o R,o— (C Hj}^ — C4H4— (C H2)„ — R,o 



Rio— CH2 ^CHj— R,o und R,o— (CHj), — R„— (CH,), R,o 
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wobei n eine ganze Zahl von 1 bis 8, m eine ganze Zahl von 0 bis 3, p ein ganze Zahl von 0 bis 4, q eine ganze Zahl 
von 1 bis 5, Rio eine funktionelle Gruppe wie oben angegeben wie eine Jsocyanat-, VinyK lmino% Isothiocyanat-, 
Isocyanid-. Aldehyd-, Epoxid-, Chlorformiat-. Trichlorformiat- oder Imidoalkylestergruppe oder eine Gruppe 
der Formel 

O 

— CH,— C 

\ 

S Oder COR,2 




wobei a eine ganze Zahl von 1 bis 3 und R12 ein Halogenatom oder eine Azogruppe ist und Rn eine Oxy-, 
Sulfonyl* oder zweiwertige Aminogruppe bedeutet. 

Beispiele fur handelsiibliche Vernetzungsmiitel der oben angegebenen Formeln sind Divinyl-sutfon. Epichlor- 
hydrin, Butadien-diepoxid, Athylen-glykol-diglycidylather, Glyzerin-diglycidyl-ather, Dimethyl-suberimidal-di- 
hydrochtorid, DimethyUmalonimidat-dihydrochlorid und Dimethyl-adipimidat-dihydrochiorid. 

Typische Vernetzungsmittel mit einer Isocyanat- oder Isothiocyanatgruppe sind DiphenyI-4,4'-diisothiocya- 
nat-2^'-disuIfonsaure, Toluol-diisocyanat, To!uol-2-isocyanat-4-isothiocyanat, 3-Methoxy-diphenylmethan- 
4,4'-diisocyanat, Propylen-diisocyanat, Butylen-di isocyanat und Hexamethylen-diisocyanat. 

Beispiele fiir Vernetzungsmittel mit einer Aldehyd- oder Dialdehydgruppe sind Formaldehyd. Paraformaldeh- 
yde mit Formaldehyd aktivierte Harnstoffe wie 13-Bis(hydroxymethyl)-harnstoff und N,N'-Di(hydroxyme- 
thyl)-imidazolidinon-gloxal, Maiondialdehyd, Bemstein-dialdehyd, Glutaraldehyd, Adipinaldehyd. 3-Mcthyl-glu- 
taraldehyd, Propyladipinaldehyd, Phthaldialdehyd.Terephthaldehyd und Maiondialdehyd. 

Andere Vernetzungsmittel umfassen Derivate von Carbonsauren und Carbonsaureresten von in situ aktivier- 
tern Hamoglobin unter Bildung eines reaktionsfahigen Derivats von Hamoglobin, das mit den Aminen eines 
anderen Hamogiobinmolekuls vemetzt. Typische Carbonsauren, die fOr diesen Zweck geeignet sind. besitzen die 
Formel 

C02H(CH2)nC02H Oder [(CH2)nCOOH]3CH. 

in denen n 1 bis 8 ist. Derartige Carbonsauren umfassen Citronen-. Malon-, Adipin- und Bernsteinsaure. 
Carbonsaureaktivatoren umfassen Thionylchlorid, Carbodiimide, N-Athyl-5-phenyl-isoxazolium-3'-sulfonai 
(Woodward's Reagens K). N,N'-Carbonyldiimidazol. N-teri.-Butyl-5-methylisoxazoliumperchlorat (Woodward's 
Reagens L), 1 - Athyl-3-dimcthyl-aminopropylcarbodiimid, 1 -Cyc1ohexyl-3-(2-morpholinSthyl)-carbodiimid-met* 
ho-p-toluol-sulfonat 

Das Vernetzungsmittel kann auch eine Dialdehydvorstufe sein, die leicht einen bifunktionellen Dialdehyd in 
dem Reaktionsmedium bildet.Geeignete Dialdehydvorstufen umfassen: Acroleindimer oder 3,4-Dihydro-U2-py- 
ran-2-carboxaldehyd, bei dem im waBrigen Medium Ringspaltung eintritt unter Bildung von a-Hydroxy-adipi- 
naldehyd. Andere Vorstufen, die bei Hjfdrolyse ein Vernetzungsmittel bilden, sind u. a. 2-Athoxy-3,4-dihydro- 
1,2-pyran, das Glutaraldehyd ergibt, 2-Athoxy-4-methyl-3,4-dihydro-l,2-pyran, das 3-Methyl-glutaraldehyd er- 
gibt, 2,5-Diathoxy-tetrahydrofuran, das Bernsteindialdehyd ergibt, und 1,133-Tetraathoxypropan, das Maion- 
dialdehyd ergibt, und Formaldehyd ausTrioxan. 

Der Verneizungsmittel-Desaktivator. der zu dem Polymerisationsgemisch zugegeben wird. um die Reaktion 
abzubrechen (oder gegebenenfalls. wenn er zu Beginn zugegeben wird, zur Regulierung der Verneizungsreak- 
tion), ist ein mono-, di- oder multifunktionelles Reagens, vorzugsweise ein prim^res Amin der Formel R — NH2. 
Das Amin sollte wasserloslich sein. um dazu beizutragen, die Ldslichkeitseigenschaften des polymerisierten 
Hamoglobins aufrechtzuerhalten. Typische niedermolekulare Amine, die angewandt werden konnen, sind Gly- 
cin, Lysin, Serin, Threonin. Alanin. Athanolamin, 2-Aminoadlpinsaure und Glutation. Andere Verbindungen, die 
geeignet sind, die Vernetzungsmittel zu desaktivieren, sind Abbruchmittel wie Bisulfite und Diole. die imstande 
sind. Aldehyde zu desaktivieren. niedermolekulare AJkohole zur Desaktivierung von aktivierten Carbonsauren. 
aktivierte Halogenide und Isocyanate und Sulf hydryle zur Desaktivierung von Epoxiden und Vinylen. 

Die Erfindung wird durch die folgenden, nicht einschrankenden Beispiele. naher erl&utert 

Beispiel 1 

Herstellung der Hamoglobinlosung 

Das Ausgangsmaierial waren 5 Einheiten Dberaltertes menschliches Blut, enthaltend saure Citrat-Dextrose- 
Losung als Antikoagulans. Das Blut wurde von einer lokalen Btutbank erhalten. Zun^chst wurde das Blut aus den 
GefSDen der Blutbank in autoklavenartige 500-ml-CentrifugengefaBe gegeben. Die GefaBe wurden mit einer 
Kappe verschlossen und das Blut, bestehend aus Erythrocyten. Leukocyten, Blutplattchen und Plasma mit 
5000 UpM (4000 g). 30 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Dann wurden das Plasma, der Leukocytenfilm und die 
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Blutbiatichen durch Absaugen dutch eine sterile Pipette entfernt und verworfen. Die sedimentierten Erythrocy- 
ten, die zuruckblieben, wurden viermal durch Suspendieren in ungefahr dem dreifachen ihres Volumens eiskalter 
steriler 0.9%iger physiologischer Salzldsung oder l,6%iger Natriumchloridl6sung gewaschen. Nach jedem 
Waschen wurden die Zellen wieder durch Zentrifugieren sedimenticrt und die iiberstehende FlOssigkeit entfernt 
5 und verworfen. 

AnschlieBend wurden die gewaschenen roten Zellen entweder mit einem gleichen Volumen von eiskaltem 
Wasser oder hypertonischer, 0,05 m Phosphatpufferl6sung, pH lysiert, um die intakten Zeliwande aufzubre- 
chen und das HSmogiobin freizusetzen. Die Lyse wurde durch I bis 2 Minuten langes heftiges Schutteln der 
Zell-Wasser-Suspension bei Raumtenriperatur vervollstandigt. Dann wurden die lysierten Zellen in einen sterilen 
10 2-Uter-Scheidetrichter gegeben, wobei das gesamte Volumen der Losung ungefahr 1500 ml betrug. Das lysierte 
Erythrocyten-Wasser-Gemisch wurde durch Extraktion mit 350 ml eiskaltem Toluol fiir Reagenzzwecke von 
Stroma befreit. Die Extraktion wurde durchgefuhrt durch zumindest funf Minuten langes Schutteln in dem 
Scheidetrichter. 

Nach dem Stehen bei 4''C Ober Nacht trennte sich das Extraktionsgemisch in drei Schichten: Eine obere 

15 Schicht aus Toluol, enthaltend Stroma und Lipide. eine mittlere Schicht von Zelltrummern und eine untere 
Schicht aus der dunkelroten wSBrigen HSmoglobinldsung. Die untere Hamoglobinschicht. 800 bis 1200 ml 
wurde abgetrennt und mit 19 000 UpM (50 000 g), 60 Minuten bei 4°C zentrifugiert, um die noch verbleibenden 
ZelltrOmmer zu sedimentieren. Wenn nach dem Extrahieren mit Toluol keine Trennung der Schichten eintritt, 
wird die Toluol-Wasser-Zellemulsion entweder durch Zentrifugieren mit 5000 UpM (4000 g) 30 Minuten bei 4*'C 

20 Oder durch Behandeln der Emulsion mil O.lSVolumina Celite®-535 Fiherhilfe. einem Diatomeenerdefilter, 
aufgebrochen. Die waBrige Hamoglobinlosung wird vor dem Celite* durch Vakuumfiltration und Zentrifugieren 
mit 19 000 UpM (50 000 g) entfernt. Etwaige letzie Spuren von Stroma in dem Hamoglobin wurden entweder 
durch Filirieren durch Filter mit einer PorengroSe von 0»22 p.m oder durch Durchleiten durch eine 3.8 cm 
(1,5 inch) dicke Schicht naBgepackter Celite®-535 Filterhilfe. die vorher sauer und anschlieBend mil sterilem 

25 pyrogenfreiem Wasser gewaschen worden war, entfernt. 

AnschlieBend wurde die frisch hergestellte stromafreie Hamoglobinlosung gegen 0,05 m Phosphatpuffer, 
pH 7,6 mit Hilfe eines Dow Biofiber®-50 Miniplant-Dialysator dialysiert. Die semipermeablen hohlen Zellulose- 
fasern des Dialysators wurden zunachst mit 2,5% Formalin gewaschen und dann mit sterilem pyrogenfreiem 
Wasser gespiilt, um eine m6gliche Verunreinigung des Hamoglobins durch Bakterien zu vermeiden. Die AuBen- 

30 seite der Dialysehohlfasern wurde mit sterilem Wasser und sterilem Phosphatpuffer gespQlt Dann wurde die 
Hamoglobinlosung mit einer FlieBgeschwindigkeit von 20 ml/min durch die Fasern geleitet, wahrend der Puffer 
auBen um die Fasern geleitet wurde und der FluB des Puffers gegen die FlieBrichtung des Hamoglobins mit einer 
Geschwindigkeii von 100 ml/min stattfand. Die Hamoglobinlosung wurde wiederholt durch die Fasern geleitet. 
zumindest dreimal. um einen vollstandigen Elektrolytaustausch und Entfemung von zellularen Kaliumionen 

35 sicherzustellen. Die Hamoglobinlosung wurde weiier geklart und sierilisiert durch Druckfiliration durch ein 
0.22 Jim Filter, bestehend aus gemischten Estern von Zellulose der Millipore Corporation. Die stromafreie 
Hamoglobinlosung wurde durch Zuiropfen von ungefahr 1 ml eiskalter gesattigter Ammoniumsulfatlosung zu 
1 ml Hamoglobinlosung unter konstantem Ruhren untersucht, ob sie stromafrei war. Wenn kein Niederschlag 
auftritt, isi die Losung stromafrei. Die Hamoglobinlosung wurde bis zum Verbrauch bei 4 bis B^'C gelagert. 

40 Die Hamoglobinlosung wurde analysiert. um die Menge an Methamoglobin und Gesamthamoglobin in der 
Zubereitung zu bestimmen. in Oxyhamoglobin ist das Eisen der Hamgruppe zweiwertig. Wenn Hamoglobin zu 
Methamoglobin oxidiert wird, liegt das Eisen in dreiweriigem Zustand vor. Da Methamoglobin nicht imstande 
ist. Liganden wie CO, O2 und NO zu transportieren, ist sein Vorhandensein in wesentlichen Mengen in der 
Hamoglobinzubereitung unerwunscht. Das Vorhandensein von Methamoglobin wurde spektrophoiometrisch 

45 nach dem modifizierten Cyanomethamoglobinverfahren bestimmi (Hawk's Physiological Chemistry, Seite 1 096, 
1968). Die Konzentration an Hamoglobin und Methamoglobin in der Hamoglobinldsung wurden folgenderma- 
Ben bestimmt: Zunachst wurde die Hamoglobin l<3sung auf eine Konzentration von ungefahr 10 mg/ml verdunnt 
(Losung A) und die Absorption der Losung bei 630 nm gegen Wasser bestimmt (Lj). Ein Tropfen einer FCCN-L6- 
sung (1 Teil 10% KCN und 1 Teil 0,05 m Phosphat, pH 7,6) wurde zugegeben und die Losung gemischt. Durch 

50 diese Zugabe wird gegebenenfalls vorhandenes Methamoglobin in Cyanomethamoglobin umgewandelt. Nach 
zwei Minuten wird die Absorption der Losung bei 630 nm gegen destilliertes Wasser erneut abgelesen (L2). 
Cyanomethamoglobin absorbiert nicht bei 630 nm. Dann wird 1 ml der LOsung A mit 9 ml destiliiertem Wasser 
verdunnt. Ein Tropfen 20%iges Kaliumferricyanid wird zugegeben und nach zwei Minuten ein Tropfen von 
t0%igem KCN. Die Losung wird gemischt und die Absorption bei 540 nm gegen eine Blindprobe, bestehend aus 

55 10 ml Wasser, enthaltend je einen Tropfen 20%iges Kaliumferricyanid und 10%iges KCN, abgelesen (L3). Die 
Konzentration von Methamoglobin und Hamoglobin wird folgenderma&en berechnet: 

Konzentration von Methamoglobin (mM) - ^ x Verdiinnungsfaktor der Ldsung A, (smM = 3.7 fUr 
Methamoglobin bei 630 nm). 

^ Gesamtkonzeniration von Hamoglobin (mM) = x VerdQnnungsfaktor der Losung A x 10(emM = 11.0 
fur Cyanomethamoglobin bei 540 nm). 

Die Ergebnisse fur frisch hergestelltes Hamoglobin waren 0 bis 0,3% (Gew7Vol.) Methamoglobin. wahrend die 
Gesamthamoglobinkonzentration ubiicherweise 13 bis 14% (GewyVol.) oder 130 bis 140 mg Hamoglobin/ml 
65 betrug. 

Die Oxidation von Hamoglobin zu Methamoglobin zur Bestimmung des millimolaren Extinktionskoeffizien- 
ten bei einer Welleniange maximaler Absorption wurde durchgefOhrt durch Umsetzung von Hamoglobin mit 
Kaliumferricyanid. wobei die zuletzt genannte Verbindung in einem 5%igen OberschuB. bezogen auf Hamaqui- 
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valent, vorhanden war. Ein etwaiger OberschuB an niedermolekularen Reagenzien wurde entfernt durch Dialyse 
gegen 0^ m Phosphatpuffer, pH 6,8, und anschlieBende Dialyse gegen glasdestilliertes Wasser nach dem in 
Science, Band 144, Seite 68, 1968 angegebenen Verfahren. 

Zur Bestimmung der millimolaren Exlinktionskoeffizienten wurde der Eisengehait der Probe bestimmt durch 
Atomabsorbiionsspektroskopie nach dem in Am. J, Clin.Path^ Band 48, Seiten 225 bis 228, 1967, angegebenen 
Verfahren und der in The Physiologist. Band 15, Seite 138, 1972. angegebenen Modifizierung. Entsprechend der 
Modifizierung wird eine 0,007%ige Losung von Albumin zu dem Vergleichseisenstandard zugegeben. urn die 
Proteinkonzentraiion in den Standards und Proben anzugleichen. 

Aus der Absorbtion der Losung bei einer Wellenlange maximaler Absorbtion, X, und dem Eisengehait der 
Probe werden die Extinktionskoeffizienten nach der folgenden Formel berechnet: 

Absorbtion bei Xmax 
Mol Fe 



Mit Hilfe des angegebenen Verfahrens ergab das nach Beispiel 1 hergestellte Hamoglobin, wenn es zu 
Methamoglobin oxidiert worden war, e = 3.7 x 10' bei 630 nm und wenn Cyanid zugegeben wordcn war. e = 
11,1 X 10' bei 540 nm. Die spektralen Eigenschaften von Hemoglobin und Polyhamoglobin sowohl in Form von 
Methamoglobin als auch von Cyanomethamoglobin sind in Tabeile 2 angegeben. 

Beispiel 2 

Umsetzung von Deoxyhdmoglobin mit Glutaraldehyd 

In einen l-Liter-Kolben. der mit Argon bei ungefahr 4''C aquilibriert war, wurden unter LuftausschluB 250 ml 
Deoxyhamoglobinlosung, 14,2% (GewyVoL) in 0.05 m Phosphatpuffer mit einem pH-Wert von 7,1 und einem 
Methamoglobingehalt von weniger als 03% (Gew.A^ol.) zugegeben. Die Losung wurde durch kontinuierliches 
Spiilen mit Stickstoff frei von Luft gehalten. Dann wurden 4.65 ml einer U m LysinmonohydrochloridJosung in 
von Luft befreitem 0.05 m Phosphatpuffer zugegeben und die Losung 18 Stunden mit Stickstoff aquilibriert, urn 
moglicherweise noch vorhandene Spuren von Luft zu entfernen. 

AnschlieBend wurden 5 ml 25%igen waBrigen Glutaraldehyds auf 125 ml mit von Sauerstoff befreilem 0.05 m 
Phosphatpuffer verdunnt. urn eine 0.1 m Glutaraldehydldsung, pH 7.6. zu erhalten. 121 ml dieser Ldsung wurden 
zu der Deoxyhamoglobin-Lysin- Losung zugegeben. Die entstehende Losung wurde 3 bis 18 Stunden unter den 
oben beschriebenen Reaktionsbedingungen geruhrt, urn eine Vernetzung des Deoxyhamoglobins sicherzustel- 
len. Die Vernetzungsreaktion wurde abgebrochen durch Zugabe von 46.5 ml von Luft befreiter Lysinlosung. 
1 3 m, und die Losung wurde weitere 1 8 Stunden gerOhrt. 

Nach dem Abbruch der Reaktion wurde die Reaktionsiosung mit 100%igem Sauerstoff oxidiert und die 
Losung gekiart durch Zentrifugieren und Filtrieren durch ein 0,65 pm MilIipore®-Filler. Diese und die folgenden 
Stufen wurden so durchgefOhrt, daB die Temperatur der Losung nicht uber 15'*C steigen konnte. Die geklarte 
Losung wurde gegen eine geeignete Elektrolytlosung dialysiert. urn nicht gebundenen Glutaraldehyd und 
uberschussiges Lysin zu entfernen. Das Gesamtvolumen nach der Dialyse beirug 350 ml mit einem pH-Wert von 
6,77 bei 37°C in normaler physiologischer Salzlosung. 

Gegebenenfalls konnen Kationen und andere Komponenten in dieser Verfahrensstufe zu der Polyhamoglob- 
inlosung zugegeben werden. Auch kann der pH-Wert auf den Wert der Umgebung gebracht werden, bei der das 
Produkt angewandt werden soil, und die Losung kann durch Filtrieren durch eine Auioklaven-Filtrationsei- 
nheit. fassend ein Filter mit einer PorengroBe von ungefahr 0,22 nm. sterilisiert werden. 

Die Spekiralanalyse der Losung im ultravioletten und sichtbaren Bereich ergab die in Fig. 1 gezeigie Absorp- 
tionskurve. Die Spekiralanalyse des durch Aquilibrieren der Losung mit Stickstoff erhaltenen deoxigenierten 
polymerisierten Hamoglobins ergab die in Fig. 2 angegebene Kurve. Die molaren Extinktionskoeffizienten fur 
Polymeihamoglobin und Polycyanomethamoglobin, die erhalien worden waren durch Oxidation von Polyhamo- 
globin mit Kaliumferricyanid entsprechend Beispiel 1. wurden bestimmt und die Ergebnisse sind in Tabeile 2 
angegeben. 

Die Besiimmung der intermolekularen Vernetzung zwischen Hamoglobintetrameren wurde durchgefuhrt 
durch Gelfiltration mit Hilfe eines biologisch inerten Polyacryiamids mit einer MolekulargewichtsausschluB- 
grenze von 150 000 Dallon. Das eluierte Material wurde bei 546 nm beobachiet. Das Elutionsprofil zeigte. daB 
die angewandten Reaktionsbedingungen Qber 90% makromolekulares Hamoglobin ergaben, da der uberwie- 
gende Teil ( > 90%) des eluierten Proteins von den Gelporen zuriickgehalten wurde. Das Polyacrylamidgel ist im 
Handel erhaltlich als Bio-Gel® P- 150 der Bio-Rad Laboratories. Richmond. California. USA. 

Ein weiterer Hinweis auf die Vernetzung wurde durch Dodecylsulfal-PoIyacrylamid-gel-Elektrophorese er- 
halten. Das angewandte Verfahren isi beschrieben in J. BiolXhem. Band 244, Seiten 4406 bis 4412. 1969. Das 
Ergebnis dieser Analyse zeigte. daB Deoxy hamoglobin, das mit Glutaraldehyd polymerisiert war, aiis kovaleni 
vernetzten Aggregaten bestand mit Molekulargewichten entsprechend einem ganzzahligen vielfachen des 
Monomers. 1 < n < 8. 

Das Molekulargewichi des polymerisierten Hamoglobins wurde bestimmt durch Geldurchdringungschroma- 
tographie. Verfahren fiir Molekulargewichtsbestimmungen sind beschrieben in Biochem. Biophys. Acta 
Band 79, Seiten 393 bis 406, 1 964. 

Die Geldurchdringung durch Agarosegel wurde zur Molekular-Gewichtsbesiimmung angewandt Das Agaro- 
segel besitzi eine MolekulargewichtsausschluBgrenze von 20 x 10^ Dalton. 
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Die kugelformigen Agarosegelperlen sind erhaitlich als Sepharose®4-B von Pharmacia Fine Chemicals. Upp- 
sala. Schweden, Beim Eluieren durch cine SSule, die mit Globularproteinen geeicht war, erhielt man das 
zahlenmaBige Molekulargewichtsmitiel, Mn, das Gewichtsmittel dcs Molekulargcwichts. I5lw, und den Grad der 
Polymerisation, D.P, fur das polymerisierte Hamoglobin. Die Ergebnisse sind in Tabelle I angegeben. 

Eine weiiere Charakterisierung des Polyhamoglobins wurde erreichl durch Messung der Viskositai und 
Osmolaritat. Die Ergebnisse zeigten eine erhdhte Viskositai fiir mit Glutaraldehyd vernetzies Deoxyhamoglobin 
im Vergleich zu Hamoglobin sowie ein Newton'sches Verhalten. was die Unabhangigkeit der ViskositSt von der 
Scherkrafi zeigl. Dieses Polymer zeigte eine siarke Zunahme der relativen Viskositai mit der Konzentration, wie 
aus Rg. 4 hervorgeht und durch die die Kreise verbindende Kurve angegeben ist Die Viskositatsdaten warden 
mit einem Ostwald-Viskosimeter Nr. 25 bei 37"C nach der ASTM-Bestimmung D2162-64 erhalten. Die Osmola- 
ritat wurde mit einem Dampfdruckosmometer, Model 302B der Hewlett Packard, bestimmt, das mit Hilfe des 
modernen Gefrierpunkisstandards NaCI geeicht war. Die polymerisierten Hamoglobinlosungen in einem phy- 
siologisch geeigneten Trager waren alle iso-osmotisch. 300 mOsm/kg H20(± 10%) mit einer Intrinsic-Viskositat 
[r\] = 0.091 dl/g. 

Der Grad der kationischen Bindung an Polyhamoglobin wurde bestimmt durch Zugabe von entweder Calci- 
um- Oder Magnesiumionen zu der Ldsung. Die Proben wurden 15 Minuten bis 18 Stunden bei 4^C inkubiert und 
das makromolekulare Hamoglobin von dem Ldsungsmittel abgetrennt durch Zentrifugieren durch einen Mem- 
branultrafilter mit einer RQckhaltgrenze fUr ein Molekulargewicht von 50 000. Diese Ultrafilter sind unter dem 
Namen Centriflo®-Membrane-Ultrafilters der Amican Corporation, Lexington, Massachusetts USA im Handel. 
Das klare Filirat wurde auf den Calcium- oder Magnesiumgehalt untersucht mit Hilfe von Calcium Rapid Stat® 
und Magnesium Rapid Stat® der Pierce Chemical Co. Rockford, Illinois USA. Die Ergebnisse zeigten keine 
Bindung von Calcium- oder Magnesiumionen an das Polyhamoglobin. 

Die Sterilitai der Ldsungen wurde nach Standardverfahren fur flussige Medien USP XVHI, Seiten 856 bis 865, 
1 970, bestimmt. Alle Proben. die durch ein 0,22- jtm- Filter f iliriert worden waren. erwiesen sich als steril. 

Die Analyse des polymerisierten Hamoglobins auf Gesamthamoglobin und Methamoglobin nach dem in 
Beispiel 1 beschriebenen Verfahren ergab eine Hamoglobinkonzeniration von ungefahr 8% (GewyVoL) und 
erne Methamoglobinkonzentration von weniger als 0,6% (GewyVol.), was zeigt, daB das Hamoglobineisen im 
zweiwertigen Zusiand verblieben ist. Die Sauerstoffbindungsfahigkeit wurde in einer Van Slyke-Vorrichtung 
nach dem m J. Biol. Chem. Band 61 , Seiten 523 bis 573, 1 924, angegebenen Verfahren bestimmt und es zeigte sich 
daB sie nahe bei 100% lag. Die Sauerstoffaffinitat des makromolekularen Hamoglobins. gemessen als Teildruck 
Sauerstoff. der erforderlich ist. um die Polyhamoglobinl5sung zur HSIfte zu sattigen. wurde zu 22 mm ®Hg 
Sauerstoffdruck oder P50 « 22 mm Hg bei AtmosphSrendruck und 37'' C bei einer Losung mit einem pH-Wert 
von 7,1 gefunden. Die Sauerstoff-Dissozationskurve ist in Fig. 3 angegeben. Die Sauerstoff-Dissozationskurven 
von Hamoglobm und dessen Derivaten werden bestimmt. indem man zunachst eine Hamoglobinprobe durch 
Tonometrie mit einem Gasgemisch bekannter Zusammensetzung aquilibriert und dann die aquilibrierte Probe 
spektrophotometrisch miBt. Die Sauerstoffdissozationskurven fur Hamoglobin und dessen Derivate werden 
auch bestimmt. indem man tonometriertes Hamoglobin verwendet und es in einer SauerstoffsattigungsmeBvor- 
nchtung (Oxygen Saturationmeter) photometrisch miBt. Das fiir diese Bestimmungen angewandte Verfahren 
und Tonometer smd beschrieben in Pflugers Archiv. Band 15. Seiten 418 bis 424. I960; Operators Manua|.137 
Tonometer. Seiten 1 bis 14 und 37 bis 42. 1965. veroffentlichi von Instrumentation Laboratory. Inc, Lexington. 
Massachusetts. USA; und J. Appl. Physiol, Band 28, Seiten 227 bis 233. 1970. Die Sauerstoff-Sattigungsverfahren 
sind bekannt (Scan. J. Clin. Lab. Inv. Band 14. Seiten 587 bis 597. 1 962). 

Beispiel 3 

Reaktion von Oxyhamoglobin mit Glutaraldehyd 

Die Polymerisation von Oxyhamoglobin mit Glutaraldehyd wurde durchgefflhrt, indem man das Verfahren 
des Beispiels 2 mit alien dort angegebenen Bedingungen wiederholte. mit der Ausnahme. daB die Usungen und 
die Reaktionsumgebung Sauerstoff enthielten (are kept aerobic) durch Aquilibriercn entweder mit Luft oder mil 
lOOyoigem O2. Gegebenenfalls kann die polymerisierte OxyhSmoglobinlosung durch Filtrieren durch einen 
0,45 ^m Filter sterilisiert werden. 

Die Bestimmung der intermolekularen Vernetzung wurde durch Gelfiltration. wie in Beispiel 2 angegeben 
durchgef uhri und das entstehende Elutionsprofil zeigte. daB die Reaktion zu 90% makromolekularcm Hamoglo- 
bin gefOhrt hatie. Die Ergebnisse der Molekulargewichtsanalyse sind in Tabelle 1 angegeben. Die makromoleku- 
lare OxyhamoglobinlOsung war iso-osmotisch. 300 mOsm/kg H20(± 10%) mit einer Intrinsic-Viskositat (ti) = 
0.110dl/g. Dieses Polymer zeigte eine starke Zunahme der relativen Viskositat mit der Konzentration. wie in 
Fig. 4 durch die die Dreiecke verbindende Kurve angegeben ist. 

Die Analyse des Polyhamoglobins auf Gesamthamoglobin und Methamoglobin zeigte eine Hamoglobinkon- 
zeniration von ungefahr 8% (GewyVoI.) und eine Methamoglobinkonzentration von weniger als 06% 
(GewyVol.). Die Sauerstoffaufnahmefahigkeit wurde zu nahe 100% gefunden, der Pso-Wert war 4 mm* Hg 
Sauerstoffdruck bei Atmospharendruck und 37*^C mit einer Ldsung mit einem pH-Werl von 7.1 und einer 
Sauerstoffdissoziationskurve wie in Fig. 5 angegeben. 

Beispiel 4 

Umsetzung von Deoxyhamoglobin mit Divinylsulfon 
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In einen l-Liter-Kolben,der mit Argon bei ungefahr 4'C aquilibriert war, wurden unter LuftausschluS 250 ml 
Deoxyhamoglobinldsung 14% (GewyVol.) in 0,05 m Phosphatpuffer mit einem pH-Wert von 7.1 und einem 
Meth&moglobingehalt von weniger als 03% (GewyVol.) gegeben. Die U>sung wurde durch koniinuierliches 
SpOlen mit feuchtem Stickstoff frei von Luft gehalten. Die Deoxyhamoglobinlosung wurde dann 18 Stunden mit 
Stickstoff aquilibriert, urn moglicherweise noch vorhandene Luftverunreinigungen zu entfemen, 5 

AnschlieBend wurden llSmg (0.85 ml) Divinylsulfon zugegeben und die Reaktionsldsung 72 bis 96 Stunden 
bei 4^0 gerOhrt Alle 24 Stunden wurde der pH-Wert eines kleinen Anieils von ungefahr 0.5 cm^ der Reakiions- 
losung bestimmt und das Fortschreiten der Reaktion durch Gelfiltration durch Bio-Gel® P-150, wie oben 
beschrieben, bestimmt. Wenn notwendig, wurde der pH-Wert mit In NaOH auf ungefahr 7,2 bis 7,4 eingestellt 
Wenn die Gelfiltration zeigte, daB ungefahr 80 bis 90% des roten Materials auQerhalb des Gels btieben, d. h. Mw to 
> 150 000 Dalton, wurde die Reaktion durch Zugabe von 30 ml von Luft befreiter 13 m Lysinldsung zur 
Desaktivierung nicht umgesetzter Vinyigruppen abgebrochen. Dann wurde die Reaktionsldsung weitere 18 
Stunden unter LuftausschluB gehalten und gertihrt. 

Nach dem Abbruch der Reaktion wurde die Reaktionsldsung mit t00%igem Sauerstoff oxidiert und die 
Losung durch Zentrifugieren und Filtern durch einen 0,65 tim Millipore®- Filter geklart. Diese Stufen und alle is 
folgenden Stufen wurden durchgefuhrt, ohne daB die Temperatur uber IS^C steigen konnte. Die geklarte 
Ldsung wurde dann gegen einen Elektrolyten dialysiert, urn nicht gebundenes Divinylsulfon und uberschiissiges 
Lysin zu entfernen. Das Gesamtvolumen nach der Dialyse betrug 280 ml mit einem pH-Wert von 6.92 bei 37''C in 
physiologischer SalzlOsung. Die makromolekulare H^moglobtnldsung wurde mit einem physiologisch geeigne- 
ten Trager vermischt, der pH-Wert auf einen physiologisch geeigneten Bereich eingestellt, wie in Beispiel 2 20 
beschrieben, und die Losung durch Filtrieren durch einen Millipore^-Filter mit einer Porengr5Be von 0.22 \im 
sterilisiert. 

Die prozentuale Umwandlung von Hamoglobin zu makromolekularem Hemoglobin wurde durch Gelfiltra- 
tion bestimmt. und die kovalente Vernetzung wurde nachgewiesen durch Polyacrylamidget-Elektrophorese mit 
Hilfe von Natriumdodecylsulfat. wie in Beispiel 2 beschrieben. Ahnliche Ergebnisse wurden fOr Deoxyhamoglo- 25 
bin, das mit Divinylsulfon vernetzt war, gefunden wie far mil Glutaraldehyd vernetztes Deoxyhamoglobin, wie in 
Beispiel 2 beschrieben. Die Spektralanalyse der oxidierten Ldsung im ultravioletten und sichtbaren Bereich 
zeigte das in Rg. 6 angegebene Spektrum, Die Analyse der durch Aquilibrieren mit Stickstoff deoxygenierten 
makromolekularen Hamoglobinlosung zeigte das in Fig. 7 angegebene Spektrum. Die Ergebnisse der Bestim- 
mung der molaren Extinktionskoeffizienten sind in Tabelle 2 angegeben. 30 

Die Ergebnisse der Molekulargewichtsbestimmungen mit Hilfe der Geldurchdringungschromatographie und 
Viskositatsmethoden sind in Tabelle 1 angegeben. Die Polyhamoglobinlosung in einem physiologischen Trager 
war iso-osmotisch, 300 mOsm/kg H2O (± 10%), mit einer Intrinsic- Viskositat [vj\ = 0,139 dl/g. Die relative 
Viskositat war im wesentlichen unabhangig von der Konzentration, wie in Fig. 4 angegeben, wobei dieses 
Polymer durch die die Quadrate verbindende Kurve dargestellt ist. Die Analyse des makromolekularen Hamo- 35 
globins auf Gesamthamoglobin und Methamoglobin ergab eine Hamoglobinkonzentration von ungefahr 8,5% 
(GewyVol.) und eine Methamoglobinkonzentration von weniger als 0,4% (GewTVol.). Es zeigte sich, daB die 
Sauerstoffaufnahmefahigkeit nahezu 100% betrug mit einem Pso-Wert von 100 bis 120 mm Hg Sauerstoffdruck 
bei Atmospharendruck und 37* C mit einer Losung mit einem pH-Wert von 6,9 und einer Sauerstoffdissozia- 
tionskurve wie in Fig. 8 angegeben. 40 

Beispiel 5 

Umsetzung von Oxyhemoglobin mit Divinylsulfon 

45 

Die Umsetzung von Oxyhamoglobin mit Divinylsulfon wurde entsprechend Beispiel 4 durchgefiihrt mil der 
Ausnahme, daB alle Losungen und die die Reaktion umgebende AtmosphSre Luft enthielten durch Aquilibrieren 
entweder mit Luft oder mit 100%igem O2. Die bis zur vollstandigen f^eaktion erforderliche Zeit, wie sie durch 
Elution durch Bio-Gel® P- 150 bestimmt wurde, betrug ungefahr 96 Stunden. 

Die Umwandlung zu makromolekularem Hemoglobin wurde bestimmt durch Gelfiltration und die kovalente 50 
Vernetzung wurde nachgewiesen durch Polyacrylamidgel-Elektrophorese mit Hilfe von Dodecylsulfat, entspre- 
chend Beispiel 2. Es wurden ahnliche Ergebnisse fur mit Divinylsulfon vernetztes Oxyhamoglobin erhalten wie 
fiir mit Glutaraldehyd oder Divinylsulfon vernetztes Deoxyhamoglobin wie in den Beispielen 2 und 4 beschrie- 
ben. Die Spektralanalyse der oxidierten Ldsung im ultravioletten und sichtbaren Bereich zeigt das in Fig. 9 
angegebene Absorptionsspektrum. Die Ergebnisse der Molekulargewichtsbestimmungen mit Hilfe der Gel- 55 
durchdringungschromatographie und Viskositatsmethoden sind in Tabelle 1 angegeben. In Tabelle 2 sind die 
Extinktionskoeffizienten fiir Polyhamoglobin in Form von Methamoglobin und Cyanomethamoglobin angege- 
ben. 

Die Ldsung von verneiztem Oxyhamoglobin in einem physiologischen Trager war iso-osmotisch, 300 mOsm/ 
kg H20(± 10%) mil einer Intrinsic- Viskositat [vi] = 0,061 dl/g. Die relative Viskositat war im wesentlichen von eo 
der Konzentration unabhangig. wie aus der die Rauten verbindenden Kurve in Fig. 4 hervorgeht. Die Untersu- 
chung des makromolekularen Oxyhamoglobins auf Gesamthamoglobin und Methamoglobin ergab eine Hamo- 
globinkonzentration von ungefahr 8,5% (GewyVol.) und eine Methamoglobinkonzentration von weniger als 
0,4% (GewyVol.). Es zeigte sich, daB das Sauerstoffaufnahmevermdgen nahezu 100% betrug und der Pso-Wert 
4 mm Hg Sauerstoffdruck bei Atmospharendruck und 37*" C mit einer Ldsung mit einem pH-Wert von 6.9 und ss 
einer Sauerstoffdissoziationskurve wie in Fig. 10 angegeben ist. 
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Beispiel 6 

Umsetzung von Deoxyhamoglobin mit Hexamethylendiisocyanat 

In einen mit Argon aquilibrierten 100-ml-Rundkolben wurden bei 4°C unter LuflausschluO 20 ml Deoxyhamo- 
globin dsung. 120/0 (GewyVol.) in 0,05 m Phosphatpuffer mit einem pH-Wert von 7.1 gegeben und die L6sung 
durch konimuierhches Spulen mit feuchtem Argon luftfrei gehalten. Die Usung wurde ungefahr 18 Stunden zur 
Enifernung moglicher Luftverunreinigungcn unter RQhren unter Stickstoff bei dieserTemperatur gehalten. 

AnschheBend wurden 0.1 38 ml Hexamethylendiisocyanat zu dem Deoxyhamoglobin zugegeben und die Reak- 
tionste.lnehmer unter den oben beschriebenen Bedingungen 72 Stunden gerOhrt. urn das Deoxyhamoglobin zu 
vernetzen. Etwaiges uberschUssiges in dem Reaktionsgemisch verbliebenes Hexamethylendiisocyanat wurde 
durch Zugabe von 4 ml luftfreier Um Lysinlosung desaktiviert und anschliefiend 18 Stunden geruhrt urn 
gSrt"^^ ^'^ Desaktivierung vollstandig war. Die Usung wurde oxidiert und durch Zentrifugieren 

Die Umwandlung zu polymerisiertem Hamoglobin wurde bestimmt durch Gelfiltraiion durch Biogei® P I 50 
Der Hauptteil des eluierten Produktes. 85%. drang nicht in die Gelporen ein. was ein Proteinmolekulargewicht 
von mehr als 150 000 Dallon anzeigt Die Untersuchung des polymerisierten Deoxyhamoglobins auf GesamthS- 
moglobm und Methamoglobin ergab eine Hamoglobinkonzentration von ungefahr 93% (GewyVol) und eine 
Methdnioglobinkonzentration von weniger als 0,70/o (GewyVol.). Es zeigte sich. daB der Pso-Wert des polymeri- 
sierten Hamoglobins 33 mm Hg Sauerstoffdruck bei Atmospharendruck und 37^C mit einer Losung mit einem 
pn-weri von 7.1 war. 

Beispiel 7 

Umsetzung von Oxyhamogiobin mit Hexamethylendiisocyanat 

«n?jLli!"'^'v"^r ^''y^^"'^,?!^^^'" mit Hexamethylendiisocyanat wurde entsprechend dem in Beispiel 6 
angegebenen Verfahren durchgefuhrt. wobe. die gleichen Bedingungen angewandt wurden. mit der Ausnahme 
fmhflLrn"^ " "^'^ "^'^ Reaktion umgebende Atmosphare durch Aquilibrieren mit Luft oder Sauerstoff Luft' 
enthie ten. Die prozentuale Umwandlung zu polymerisiertem Oxyhamogiobin. wie sie durch Gelfiltration be- 
^^Z:^!;^:Z:^<Z'''' ' aberei„sti..te„ for eine ..^JlTs's^ 

Beispiel 8 

Umsetzung von Deoxyhamoglobin mit Dimethylsuberimidathydrochlorid 

R.mHln^hI!l'!f""^ '^^0''y*'^'"°elobin wurde folgendermaBen durchgefQhrt: In einen 50-cm'-Dreihab- 
Rundkolben. der mit Argon gespiilt und auf 5 bis lO'C gehalten worden war. wurden zunSchst 20 ml Deoxvha- 
7nt^Z\ir"'^w^Tf''°" l'"'" ) "-^S m Phosphatpuffer mit einem pKrTvonwZd 

lZTd^!^^^r^l^ T^f ?" f (GewyVol.) gegeben und anschlieBend 263 mg Dimeth^lsub 

enmidatdihydrochlorid m 4 ml von Luft befreiter gesattigte Natriumbicarbonatldsung. Der pH-Wert des Reak- 

1S!!"k'^" " ""IL'".^??" ""^ * ""'^ Zugabe von Jm NaH.PO, auf diesem Wert 

gehalten bis er sich ungefahr 15 Mmuten lang nicht mehr anderte. Der Kolben wurde mit Stopfen verechlowen 
und d.e Reaktion konnte eine S.unde bei 4»C unter ROhren ablaufen. Der Kolben wurde Se, unTmh Luh 
aquil-briert Die Reaktion wurde abgebrochen durch Zugabe von 2 ml 13 m Lysin. wobei dis Gemisch wri ere 3 
Stunden geruhrt wurde um den Reaktionsabbruch sicherzustellen. SchlieBlich wurde die LSsung dureh Zentrifu- 
gieren geklart und anschlieBend gegen 0,05 m Phosphatpuffer. pH 7.6, dialysiert ^enirnu 
Die Umwandlung zu polymerisiertem Hamoglobin wurde durch Geinitration durch Biogel* P-150 bestimmt 

!^r.Kah?«.y If 't.'"l'''°'"° Deoxyhamoglobin besaB auch eine Hamoglobinkonzentration 

von ungefahr 8% und eine Methamoglobmkonzeniration von weniger als 0.6% (GewyVoLX Es zeigt sich. daB 
der P«-Wert des polymerisierten Hamoglobins 2.5 mm Hg Sauerstoffdruck bei Atmospharendruck und io'C 
mit einer Lfisung mit cmem pH-Wen von 735 betrug. c"«rucK una iv k, 

Beispiel 9 

Umsetzung von Oxyhamogiobin mit Dimethylsuberlmidatdihydrochlorid 

Die Vernetzung yon Oxyhamogiobin mit Dimethylsuberimidat wuixle entsprechend dem Verfahren des 
Beispiels 8 durchgefuhrt. wobei die gleichen Bedingungen angewandt wurden. mit der Ausnahme, daB die 
Losung und die Reaktionsatmosphare durch Aquilibrieren mit Luft lufthalUg waren. Die physikaiische Analyse 
des po^mensierten Oxyhamoglobins zeigte Ergebnisse. die mit dem vernetzfen Deoxyhamoglobin des Beispfels 

S~erpS.Ve;?v^^^^^^^^^^^ 
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Beispiel 10 

Polymerisation von Oxyhlimoglobin mit Butadiendiepoxid 

20 ml Oxyhamoglobinldsung. 13,4% (GewyVol.), in 0,05 m Boratpuffer mit einem pH-Wert von 8.0 und einem 5 
Methamoglobingehalt von weniger als 0JS9/o (GewVVol.) wurden in einen Kolben, enthaltend 320 Butadien- 
diepoxid und 370 ^1 Triathylamin, beide in Form von reinen (neat) Losungen, gegeben. Die L6sung wurde 96 
Stunden unter Luft bei 5**C geruhrt und anschlieOend die Reaktion durch Zugabe von 500 mg festem Cystein 
abgebrochen. Der Feststoff wurde durch Rilhren gelost und 18 Stunden zur Reaktion gebracht. Die Analyse der 
intermolekularen Vernetzung wurde durch Geinitration durch Biogel®-P-150 durchgefuhrt. Der Hauptteil des 10 
eluierten Produktes, 85%, blieb auBerhalb des Gels, was ein Molekulargewicht von mehr als 150 000 Dalton 
angibt. Die Analyse des polymerisierten Oxyhamoglobins auf Gesamthamoglobin und Meth^moglobin ergab 
eine Hamoglobinkonzentration von ungefahr 9,5% und eine Methamoglobinkonzentration von weniger als 
0,4%(Gew/Vol.). 

15 

Tabelle 1 



Molekulargewicht von polymerisiertem Hamoglobin 



polymeri- 


Verfah- 


Mw 


Mn 


D.R 


Mvisk. ^ 


siertes Hb 


rtn*) 


(xtO-5) 


(xtO-5) 




(xlO-5) 


Beispiel 2 


1 


53(±0.8) 


0.9(±0,1) 


5,6(±0,6) 






2 








1.6 25 


Beispiel 3 


1 


1U(±1.1) 


1.6(±03) 


9,6(±13) 






2 








1^ 


Beispiel 4 


1 


5.9(±1,8) 


1.1(±0.1) 


6,8(±0.6) 






2 








23 


Beispiel 5 


1 


5,0(±1.4) 


0,95(±0,1) 


6,0(±0,6) 


— 30 




2 








1.0 



•) Angewandies Verfahren 

(1) GPC-Sepharosc«4B 

(2) Visko5itat 

35 



Tabelle 2 



Spektrale Eigenschaften von Hamoglobin und polymerisiertem Hamoglobin 

40 



Beispiel HboderPo]y(Hb)n Form \ c x 10"^ 



1 Hb M 630 3,7 

1 Hb C 540 11,1 

2 Poly(Hb)n M 630 3,9 
2 Poly(Hb)„ C 540 9,7 

4 Poly C 540 9,4 

5 Poly M 630 3,2 
5 Poly C 540 9,7 



Dabei bedeutet Poly(Hb)n polymerisiertes Hamoglobin, M Methdmoglobin, C Cyanomethamoglobin, X die 
Wellenlange und e den molaren &ctinktionskoeffizienten. 

Die erfindungsgem^Ben vernetzten stromafreien Hamoglobine besitzen die F^higkeit, sich mit einem Ligan- 55 
den wie Sauerstoff oder Kohlenmonoxid abzusattigen und diesen Liganden zu transportieren und an die 
Umgebung. wo er gebraucht wird, oder einen Liganden rezeptor abzugeben. Diese Eigenschaft macht die 
Polyhamoglobine geeignet als Blutersatzstoffe. Das Polyhamoglobin ist Idslich in wdBrigen Medien, Blut. Plas- 
ma, Kristalloidlosungen.gepufferten Elektrolytlosungen und kolloidalen Polymerlosungen. Das Polyhamoglobin 
besitzt physiologisch geeignete kolloid-osmotische Eigenschaften, die es als Blutplasma-Streckmiitel geeignet go 
machen. Polyhamoglobin besitzt eine verlangerte Plasma-Lebensdauer in vivo, wie aus einer Halbwertzeit von 
mehr als dem doppelten von nicht polymerisiertem Hamoglobin hervorgeht. Oblicherweise etwa 12 bis 30 
Stunden. AuBerdem werden, da das Polyhamoglobin stromafrei ist, schMdIiche Wirkungen auf das Nierensystem 
vermieden. 

Die FShigkeit des Polyhamoglobins, Sauerstoff an lebendes Gewebe und Organe von Tieren einschlieBlich 55 
Haustieren wie Hunden und Katzen und Ktihen und Schweinen und anderen Saugetieren zu transportieren und 
zu liefern und verschiedene Liganden auszutauschen, wird durch die unten angegebenen Beispiele gezeigt Der 
Ausdruck *1m wesentlichen stromafrei**, wie er in diesen Beispielen und der Qbrigen Beschreibung verwendet 
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wird, bedeutet, daB das Polyhamoglobin kein Stromamaterial von roten Blutzellen einschlieBlich nicht-Hamo- 
globinproteine. Phospholipide und Lipide enthalt. "Halbwertzeit" bedeutet die Zeil, in der eine ursprOngliche 
Polyhamoglobinmenge in vivo auf die HSlfte ihres anfanglichen Wertes absinkt. "Dissoziationskurven" gibt das 
AusmaB an, in dem Polyhamoglobin den Liganden, z. B. Sauerstoff, unter einer Ligandenspannung von 0 bis 
1 40 mm Hg bindet bzw. enthalt. "Sauerstoffbindungsvermogen" bedeutet den Teil in Prozent der Sauerstoffmen- 
ge, der sich mit jeder in Polyhamoglobin enthaltenen HSmgruppe verbinden kann. Zum Beispiel bedeutet eine 
Sauerstoffaufnahmefahigkeit von 100%,daB jede in dem Polyhamoglobin enthaltene Hamgruppe das Maximum 
von einem SauerstoffmolekQI binden kann. "Sauerstoffaffinitat" bedeutet den Pso-Wert von Polyhamoglobin. 
d. h. den Telldruck PO2 von Sauerstoff bei 50%iger Sattigung. "Bluiersatzstofr bedeutet die Fahigkeit des 
Materials, Sauerstoff an lebendes Gewebe und Organe zu transportieren und zu liefem und den intravaskularen 
(oncontic)-Druck aufrechtzuerhalten. "Plasma-Streckmittel" bedeutet die Fahigkeit von Polyhamoglobinlosun- 
gen.das Blutvolumen aufzufOllen. 

Beispiel 11 

Die Verweilzeit von Polyhamoglobin im Plasma wurde folgendermaBen gemessen: 
Zunachst wurde am Tag vor der Infusion ein Dauerkatheier in die vena saphena im Hinterbein von zwei Hunden 
eingefDhrt und das Blutvolumen der Hunde nach Siandardverfahren berechnet. Das berechnete Blutvolumen 
wurde auf das Gewicht des Hundes bezogen, mit der Annahme, daU das Blutvolumen bei Hunden ungefahr 7% 
des Gesamtk6rpergewichts ausmacht Dann warden am nachsten Tag 20% des Blutvolumens durch den Kathe- 
ter abgezogen und sofort durch das gleiche Volumen Polyhamoglobin in einer Konzentration von 7% in Ringer's 
Losung erseizt. Bei einem anderen Hund wurden 20% des Blutvolumens durch das gleiche Volumen von 
ursprunglichem menschlichem HSmoglobin ersetzt Ursprungliches Hamoglobin ist isoliertes, nicht vernetztes 
Hamoglobin mit einer Konzentration von 7% in Ringer's Losung. Dann wurden von beiden Hunden in Invallen 
von zwei Stunden Blutproben entnommen, bis das Hamoglobin in dem Plasma abfiel wie durch Spektrophoto- 
metrie nach dem Cyanomethamoglobinverfahren. das in Beispiel 1 beschrieben ist, bestimmt wurde. Die Halb- 
weriszeit von Polyhamoglobin und ursprunglichem (nativem) Hamoglobin wurde durch eine halb-logariihmi- 
sche Auftragung der Zeit gegen die Hamoglobinkonzentration in dem Plasma bestimmt. da dadurch eine 
etwaige exponeniielle Abnahme auf eine lineare Abnahme zuriickgefuhrt wird. Die gemessenen Ergebnisse 
zeigten. daB die nach den Beispielen 2 bis 5 hergestellten Polyhamoglobine eine 2- bis Sfache Zunahme der 
Verweilzeit im Plasma ergaben, bezogen auf urspriingliches Hamoglobin. das eine Halbwertszeit von 4 Stunden 
in dem Plasma eines Hundes hatte. 

Beispiel 12 

Die erhdhie Verweilzeit von Deoxyhamoglobin, das entsprechend Beispiel 2 mit Glutaraldehyd vernetzt war 
und Hamoglobin wurde an mannlichen Ratten gemessen, die 250 bis 300g wogen und bei denen sich in einer 
Pernor- Vene eine Kanule zur Infusion befand und in einer Femor-Arterie eine Kanule zur Entnahme von 
Proben, entsprechend dem Beispiel 1 1. AuBerdem wurde das Blutvolumen der Ratte mit 8% des Gesamtkdrper- 
gewichts berechnet, und das Polyhamoglobin besaB eine Konzentration von 8% in normaler Salzldsung. Die 
Blutproben. 0.3 ml wurden mit 500 g zentrifugierl, um die Zellen abzusetzen. Das Plasma, enthaltend Polyhamo- 
globin, wurde nach der Cyanohamoglobin-Spektralmethode des Beispiels 1 auf die Polyhamoglobinkonzentra- 
tion untersucht Die Ergebnisse zeigten, daB Hamoglobin eine Halbwertszeit in dem Plasma von 90 Minuien 
besaB. wahrend das Polyhamoglobin eine langere Halbwerts-Verweilzeit im Rattenplasma von 315 Minuien 
besaB. 

Beispiel 13 

Ein Blutausiausch (total perfusion) bei Ratten mit Polyhamoglobin wurde folgendermaBen durchgefuhrt: 
Zunachst wurden ubiiche mannliche weiBe Laborratten mil einem Gewicht von 250 bis 300 g mit 40 mg/kg 
Natriumpeniobarbital anaesthesiert. Dann wurden in beide Femor-Arterien und eine Femor-Vene Kanulen 
eingefuhrt und den Ratten Heparin zugefuhrt Wahrend der gesamten Untersuchung wurde der Druck der 
Hauptarterie der Ratten kontinuierlich uber eine Femor-Arterie notiert und durch die andere Arterie das Blut 
abgezogen. Die Femor-Vene wurde fur die Infusion von Polyhamoglobin angewandt. 

Der Anfangsanteil an Erythrozyten (Hamokrit) wurde bestimmt und 2 ml Blut abgezogen. AnschlieBend 
wurden 2 ml polymerisiertes Hamoglobin, das entsprechend Beispiel 2 hergestellt worden war. innerhalb von 2 
bis 3 Minuien durch Infusion zugefuhrt. Dann in Intervallen von ungefahr 5 Minuten jeweils 1 ml Blut abgezogen 
und 1 ml Polyhamoglobin durch infusion den Ratten zugefilhrt und der Blutaustausch fortgesetzt, bis das 
gesamte Blutvolumen, das als 8% des Kdrpergewichtes angenommen wurde, abgezogen worden war. Wenn die 
Tiere Anzeichen einer Schockreaktion zeigten. wie durch eine falsche Atmung oder einen abnehmenden arte- 
riellen Druck angezeigt wurde. wurde die Zeit zwischen deren einzelnen Entnahmen veriangeri. aber die 
Polyhamoglobininfusionsgeschwindigkeit von 1 ml alle 5 Minuten beibehalten. um die Tiere am Leben zu 
erhalten. Alle 15 bis 20 Minuten wurde ein Hamokrit bestimmt und die Blutentnahme und Infusion fortgesetzt. 
bis der Hamokrit von 45 auf weniger als 5% gefallen war. Wahrend der gesamten Versuche erschien die Haul 
der Ratten normal, und es schien kein Polyhamoglobin in die extrazellularen Flussigkeiten auszutreien, wie es 
der Fall war. wenn das Blutvolumen ersetzt wurde durch eine nicht-polymerisierte HSmoglobinldsung in 
Glukose-Salzlosung. Die Ergebnisse zeigten, daB das Polyhamoglobin Sauerstoff an das Gewebe lieferie. ohne in 
die extrazellularen Flussigkeiten zu diffundieren. 
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Beispiel 14 

Die Fahigkeit von Polyhamoglobin, Sauerstoff an tierisches Gewebe zu liefern, wurde an einem isolierten mit 
Blut durchstrdmten Kaninchenherzseptum folgendermaBen nachgewiesen: Zunachst wurde das Herz eines 
anaesthesierten und heparinisierien Kaninchens enifeml und eine Sepium-Arterie mit einer Kaniile versehen 5 
und der auBere Muskel entferni. Die Durchstrdmung mit Hundeerythrozyten in einer L6sung von Glukose in 
physiologischer Salzlosung wurde begonnen, sobald das Herz aus dem K6rper entfernt worden war, urn eine 
mogliche Schadigung des Gewebes zu vermeiden. Dann wurde das Septum in den Rahmen gespannt, so dafi der 
Herzschlag und die Anderungsgeschwindigkeit der Spannung gemessen werden konnten. Der Sauerstoffver- 
brauch des Septums wurde variiert durch Anderung der Herzgeschwindigkeit, Durchstrdmungsgeschwindigkeit 10 
und Temperatur des Septums. Die Versuchsbedingungen, die zu einem maximalen Sauerstoffverbrauch des 
Septums fuhrten, ohne daB der damit verbundene Veriust der Septumstabilit^t auftrat, wurden mit Hiife von 
Hundeerythrozyten als Durchstromungsflussigkeil bestimmt Der arterielle und venose Sauerstoffgehalt wurde 
mit Hilfe eines Standard-SauerstoffmeBinstrumentes gemessen, und die Anderung in der Hamoglobinsdttigung 
von dem arteriellen zu dem venosen Blutstrom wurde mit Hilfe der in Beispiel 2 beschriebenen Vorrichtung zur \s 
Messung der Sauerstoffsattigung bestimmt. 

Die Ergebnisse der DurchstrGmungsmessungen mit dem in den Beispielen 2 bis 5 angegebenen Polyhamoglo- 
bin zeigten, daB die SauerstoffsMttigung 50 bis 70% und der Sauerstoffgehalt 3 Vol.-% zwischen der arteriellen 
und ven5sen Seite des Septums abnahm, was anzeigudaB Polyhamoglobin in dem durchstrdmten in-vivo-System 
Sauerstoff an lebendes Gewebe liefert. Ein allgemeines Verfahren fQr die Perfusion in isolierten Septa ist 20 
beschrieben in J. General Physiology. Band 52,Seiten 682 bis 691, 1968. 

Beispiel 15 

Die Verwendung von Polyhamoglobin zur Behandlung des hSmorrhagischen Schocks wurde folgendermaBen 25 
durchgefahrt: Zunichst wurde einem Tier Blut entnommen bis zu einem geringen Standard-BIutdruck und der 
Blutverlust durch ein gleiches Volumen des zu untersuchenden Blutersatzstoffes ersetzt Spsiter wurde dem Tier 
erneut Blut entnommen und das Verhdltnis der zweiten zu der ersten Entnahme als Blutungsindex BI2 : Bl| x 
100 angegeben. Bei diesen Verfahren wurde m^nnlichen Ratten Blut bis zu einem niedrigen Standarddruck von 
30 mm Hg entnommen und dieser Zustand 45 Minuten durch Entnahme von Blut zur Aufrechterhaltung des 30 
Druckes beibehalten. Zu diesem Zeitpunkt wurde das Volumen des entnommenen Blutes notiert und ergab den 
Wert Bl| und durch Blut, Salzl5sung, Dextran, Albumin, ursprUngliches Hamoglobin oder Polyhamoglobin 
ersetzt. Die Ratten konnten sich drei Stunden erholen, und dann wurde erneut Blut entnommen bis zu einem 
Wert von 30 mg Hg, wobei man, wie oben angegeben, den Wert fiir BI2 erhieli. Die erhaltenen Ergebnisse sind in 
Tabelle 3 angegeben und sie zeigen, daB polymerisiertes Hamoglobin bet diesem Modell eines hamorrhagischen 35 
Schocks wie ganzes Blut wirkt. In der Tabelle sind die Blutersatzstoffe die nach den Beispielen 2 bis 5 hergestell- 
ten Hamoglobine und B bedeutet das eigene Blut der Ratten, S eine physioiogische Kochsalzlosung, A Albumin, 
H ursprungliches bzw. natives Hamoglobin und D Dextran. Die Verfahren zur Messung des Blutungsindex sind 
beschrieben in Am. J. Physiol. Band 1 69, Seite 475. 1952. und Am. J. Physiol. Band 1 73, Seite 403. 1953. 

40 

Tabelle 3 



Ersatzstoffe Blutungsindex Anzahl derTiere 

45 



Beispiel 2 


100 ± 13 


3 


Beispiel 3 


48 ± 15 


4 


Beispiel 4 


72 ± 23 


5 


Beispiel 5 


75 ± 16 


3 


B 


81 ± 13 


24 


S 


27 ± 12 


25 


A 


71 ± 9 


3 


H 


36± 6 


2 


D 


30 ± 11 


17 



Das Polyhamoglobin kann angewandt werden als Blutplasma-Ersaizstoff und Blutplasma-Streckmittel im 
Gemisch mit einem pharmazeutisch geeigneien Trager oder mit anderen Plasma-Ersatzstoffen und Blutpiasma- 
Streckmitteln. Die Trager k5nnen kristalloide einschlieBIich physiologischer Kochsalzlosung. ein Gemisch, 
bestehend aus Salzlosung und Glukose, Ringer's- Losung, mit Laktat versetzte RingerVLosung, Locke-Rin- eo 
ger's-Losung, Krebs-RingerVLosung. HartmannVSalzlosung und heparinisierte Natriumcitrat-Citronensaure- 
Dextrose-Losung sein. 

Das Polyhamoglobin kann im Gemisch vorliegen mit wasserloslichen physiologisch geeigneten polymeren 
Plasma-Ersatzstoffen wie PolySthylenoxid. Poly acryl amid, Polyvinylpyrrolidon, Polyvinylalkohol und Athylen- 
oxid-Polypropylenglykol-Kondensaten. AuBerdem kann das Polyhamoglobin vermischt sein mil koiloidartigen 65 
Plasma-Ersatzstoffen und Blutplasma-Sireckmitteln wie linearen Polysacchariden einschlieBIich Dextranen mit 
einem Molekulargewicht von 40 000 bis 70 000. Gummiarabikum-Pektinen. (balanced) fliissiger Gelatine und 
Hydroxyathylst^rke. Im allgemeinen ist fur die erfindungsgemaBen Zwecke das Polyhamoglobin in einem Mittel 



13 



DE 26 07 706 C3 



in einer Menge von ungefahr 1 bis 10% im Gemisch mil einem oder mehreren der oben angegebenen Trager 
vorhanden. Die Mittel werden hergestellt durch Vermischen des Polyhamoglobins und Tragers in vorbestimm- 
ten Mengen. Zum Beispiel kann eine Blutersatzldsung, enthaltend 5% PolyhSmoglobin in normaler Kochsalzld- 
sung hergestellt werden durch Zugabe von 5 g PolyhSmoglobin zu der physiologischen Salzldsung, die 035% 
Natriumchlorid in Wasser enthSlt. auf 100 ml. Die PolyhSmoglobine kdnnen verabreicht werden, wie es bei 
Bluttransfusionen Qblich ist. 

Andere Anwendungsgebiete fur Polyhamoglobine umfassen eine kunstliche Sauerstoffaustauschlosung in 
tiblichen Oxygenatoren wie Herznebenwegen (cardiac by-pass), auDerhalb des Kdrpers gelegenen Kreislaufhil- 
fen, hohlfaser- und folienartigen Membranen und zur Unterstiitzung des Kreislaufs bei kranken Patienten. 

Das Polyhamoglobin kann angewandt werden als Quelle fQr Protein und Sauerstoff in der Mikrobiologie und 
als NMhrstoff fOr aerobe Bazillen und Staphylokoken, wenn sichergestellt werden soil, dafi der Nahrstoff fiir die 
tierische und menschliche Ernahrung sicher ist. Das Polyhamoglobin kann angewandt werden zur Lagerung und 
Konservierung von lebenden isolierten blutdurchstr6mten Saugetierorganen fiir eine eventuelle Transplanta- 
tion in einen EmpfSnger als Ersatz fiir die FMhigkeit der roten Zellen bei Saugetieren, Sauerstoff zu transportie- 
ren. 

Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Herstellung eines wasserloslichen, polymerisierten, vernetzten Hamoglobins. das imsiande 
ist, reversibel einen Liganden zu binden, und das frei ist von Stroma, wobei das Hamoglobin, das entweder 
Liganden enthalt oder nicht, mit einem polyfunkiionellen Vernetzungsmittel umgesetzt wird, das mit den 
reaktionsfahigen Gruppen des Hamoglobins unter Bedingungen reagiert, bei denen ein wasserlosliches, 
verneiztes Polyhamoglobin entsteht, dadurch gekennzeichnet, daB man Stroma und Zelltrummer von dem 
Hamoglobin entfernt, indem man eine Suspension von roten Zellen lysiert, mit kaltem Toluol durch Schut- 
teln extrahiert. stehen laBt, nach Bildung eines dreiphasigen Gemisches die untere klare rote Schicht 
gewinnt, diese zentrifugiert und die obere klare Fliissigkeit durch ein Diaiomeenerdefilter filtriert, das 
Hamoglobin unter einer Schutzgasatmosphare vernetzt und die Reaktion durch Zugabe eines Vernetzungs- 
mittel-Desaktivaiorszudem Reaktionsgemisch abbricht. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB man ein Aquivalent Hamoglobin mit 2,5 bis 
3000 Aq des Vernetzungsmittels 0,25 bis 300 h bei 0 bis 25*'C unter Atmospharendruck umsetzt, 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB man die Reaktion bei 0 bis 10**C 
durchfuhrt. 

4. Verfahren nach Anspruch 1 bis 3. dadurch gekennzeichnet, daB man als Desaktivator ein niedermolekula- 
res primares Amin verwendet. 

5. Verwendung des Hamoglobins, erhalten nach Anspruch 1 bis 4, zusammen mit einem physiologisch 
geeigneten Trager, als Blutersatzsioff oder Blulplasma-Streckmiitel 
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